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OZET

Amag: Hiperglisemi, kanda asir1 miktarda glukoz bulunmasiyla karakterize bir durumdur.
Damarlarin yap1 tasi olan endotel hiicreleri, hiperglisemiye karsi oldukc¢a duyarlidir.
Otofaji, aclik ve stres kosullarinda hiicrenin hayatta kalma ve enerji metabolizmasini
diizenleyen bir mekanizmadir. Bu c¢alismada hiperglisemik kosullarda insan umbilikal
kord vendz endotel hiicrelerindeki (HUVEC) otofaji mekanizmasinin incelenmesi

amaglanmustir.

Yéntem: Insan umbilikal kord vendz endotel hiicreleri, gdbek kordonun venlerinden izole
edildi ve farkli glukoz konsantrasyonlarina (5, 17, 25 mM Glukoz) sahip hiicre
besiyerlerinde 24, 48 ve 72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminin sonunda hiicreler
Western Blot ve Real Time PCR analizleri i¢in hazirlandi ve otofaji belirtegleri olan LC3,

p62 ve Beklin-1, gen ve protein seviyeleri gruplar arasinda karsilastirildi.

Bulgular: 24 saat hiperglisemik gruplardaki LC3 miktari, kontrole kiyasla anlaml
derecede azaldi. 48 saat hiperglisemik gruplarda LC3 miktar1, kontrole goére istatistiksel
olarak anlamli derecede artti. 72 saat hiperglisemik gruplardaki Beklin-1 ve LC3
miktarlari, kontrole kiyasla anlamli olarak arttig1 tespit edildi. p62 protein miktarinin ise

72 saat hiperglisemik gruplarda, kontrole kiyasla anlamli derecede azaldigi belirlendi.

Sonug: Ilk 24 saatte hiperglisemiye bagli olarak hiicrelerde otofajinin azalmasi, glukoz
araciligiyla otofajinin inhibe oldugunu gostermektedir. Ancak 48 ve 72. saatlerde
otofajide artis tespit edilmistir. Otofaji artisinin nedeni hiperglisemik ortama maruz kalma
stiresinin uzamasidir. Sonug olarak HUVEC hiicrelerinde otofaji mekanizmasi zamana ve

maruz kaldig1 glukoz miktarina gore degisim gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: hiperglisemi, insan umbilical kord venoz endotel hiicreleri, otofaji



ABSTRACT

Objective: Hyperglycemia is a condition characterized by the presence of excessive
amounts of glucose in the blood. Endothelial cells, which are the building blocks of
vascular structures, are highly sensitive to hyperglycemia. Autophagy is a mechanism that
regulates cell survival and energy metabolism under starvation and stress conditions. This
study aims to investigate the autophagy mechanism in human umbilical cord venous

endothelial cells (HUVEC) under hyperglycemic conditions.

Method: Human umbilical cord venous endothelial cells were isolated from the veins of
the umbilical cord and incubated for 24 hours, 48 hours or 72 hours in special media with
different glucose concentrations. At the end of these periods, the cells were prepared for
Western Blot and PCR analysis and the autophagy markers LC3, p62 and Beclin-1 were

compared between the groups.

Results: The amount of LC3 in the 24-hour hyperglycemic groups was significantly
reduced compared to the control. The amount of LC3 increased significantly in the 48-
hour hyperglycemic groups compared to the control. The amounts of Beclin-1 and LC3 in
the 72 hour hyperglycemic groups increased significantly compared to the control. On the
other hand, the amount of p62 decreased significantly in the 72-hour hyperglycemic
groups compared to the control.

Conclusion: The decrease in autophagy in cells due to hyperglycemia in the first 24 hours
indicates that autophagy is inhibited by glucose. However, an increase in autophagy was
detected at 48 and 72 hours. The increase in autophagy is due to the prolonged exposure
to the hyperglycemic environment. As a result, autophagy mechanism in HUVEC cells

varies according to time and amount of glucose to which it is exposed.

Key words: hyperglycemia, human umbilical cord venous endothelial cells, autophagy
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GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amag
Hiperglisemi, kanda asir1 miktarda glukoz bulunmasi durumudur. Hiperglisemiye genel

olarak dolasimdaki insiilin seviyesinin diismesi ya da hiicrelerde insiilin direncinin
gelismesi sonunda gelisen hiicredeki glukoz metabolizmasinin bozulmasi neden
olmaktadir. Endotel hiicreleri hiperglisemiye karsi olduk¢a duyarlidir. Glukoz-indiiklii
endotelyal disfonksiyon, diyabetik vaskiiler komplikasyonlara neden olmakta ve glisemik
kontroliin bozulmasi1 sonucunda kardiyovaskiiler komplikasyonlara kars1 yeterli
kompansasyon saglanamamaktir (Gero, 2018). Hiperglisemik kosullar sonucu endotel
fonksiyonunun bozulmasi, diyabette gergeklesen vaskiiler hastaliklarin temelini
olusturmaktadir (Hadi ve Suwaidi, 2007). Otofaji, aclik ve stres kosullarinda hiicrenin
hayatta kalma ve enerji metabolizmasimi diizenleyen bir mekanizmadir (Mizushima,
2007). Programli bir sekilde ilerlemesi ile apoptoza benzerken; rol alan molekiiler
kompleksler farklidir ve stire¢ boyunca ATP harcanmamasi 6zelligiyle apoptozdan ayrilir.
Temel bir intraselliiler sindirim ve geri doniisiim yolu olan otofaji, hiicresel homeostazinin
korunmasinda ve normal gelisim sirasinda yeniden modellemede hayati 6neme sahiptir.
Otofaji mekanizmasindaki anormallikler kanser, inflamatuvar bagirsak hastaligi ve
norodejeneratif rahatsizliklar gibi birgok patoloji ile iliskilidir (Levine ve Kroemer, 2008).
Hiperglisemik kosullarda (Tip I Diyabet ve Tip II Diyabet) otofajinin artti§1 ve boylece
hiicrelerin diyabetik hasara karsi korundugu diistiniilmektedir (Meijer ve Codogno, 2007).
Fakat otofajinin hiicreler tizerindeki etkisi hiicreden hiicreye degismektedir. Bu projede,
farkli glukoz konsantrasyonlarinda inkiibe edilen insan umbilikal kord vendz endotel
hiicrelerinde (HUVEC), 6nemli otofaji belirtegleri olan p62, LC3 ve Beklin-1 seviyeleri
karsilagtirilarak bu hiicrelerde hiperglisemiye bagli olarak otofajinin nasil etkilendigi

arastirilacaktir.
Calismanin 6nemini asagidaki maddeler ile agiklayabiliriz.

Hiperglisemik kosullarin endotel hiicrelerinde ger¢eklesen otofaji mekanizmasina
etkisini belirlemek.



2- Hiperglisemiye bagli olarak gebelik esnasinda ortaya ¢gikan Gestasyonel diyabet, ya
da Tip | ve Tip Il diyabet kosullarinda endotel hiicrelerinde gergeklesen, endotel

disfonksiyonun da otofaji mekanizmasini etkisini a¢iklamaya galismaktir.

Bu projenin hipotezi; “HUVEC’lerdeki otofaji mekanizmasi hiperglisemik kosullarda
zamana ve glukoz miktarina bagli olarak etkilenir” olarak kurulmustur. Bu hipotezi test
etmek i¢in normal ve hiperglisemik kosullarda inkiibe edilmis HUVEC’lerdeki otofaji ile
iliskili proteinlerden p62, LC3 ve Beklin-1 degisimleri Western Blot ve gercek zamanl
PCR analizleriyle tespit edilerek iki grup arasindaki protein ve gen diizeyleri

karsilastirilmistir.

Calismamizin amaci; hiperglisemik kosullarda HUVEC’lerin otofaji mekanizmasinda,

zaman ve glukoz miktarina bagl olarak ne gibi degisikler oldugunu belirlemektir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Plasenta ve Gobek Kordonu
Plasenta fetiisiin besin ve oksijen ihtiyacimi karsilayan, termoregiilasyonu saglayan ve

fetlis kaynakli atiklarin atilimini gergeklestiren fetomaternal bir organdir. Gebelik
hormonlarini iireterek gebelige yardimci olmaktadir. Plasentanin fetiisle ilgili islevlerini
yerine getirebilmesi i¢in vaskiilogenez ile plasenta igerisinde yeni damarlarin olusumu ve
olusan bu damarlarin anjiyogenez ile dallanmasi olduk¢a 6nemlidir. Plasenta ile fetiis
arasindaki baglantiy1 saglayan gobek kordonu, i¢inde barindirdig: iki arter ve bir ven

yapilartyla anne ile fetiis arasindaki besin ve oksijen iletimini saglamaktadir.

2.1.1 Plasenta Gelisimi
Insan plasentasi, fertilizasyondan 5 giin sonra (Fertilizasyon sonrasi giin-FSG) olusan

implantasyon Oncesi embriyonun dig tabakasi olan trofektodermden (TE) gelisir. Bu
asamada, implantasyon oncesi embriyo blastosist olarak adlandirilip iki tip hiicre igerir:
i¢ hiicre kitlesi (IHK) ve TE. TE ikiye ayrilmaktadir. Blastosistte IHK ile komsu olan
trofoektoderm, polar TE olarak isimlendirilip uterus mukozasinin yiizey epiteline invaze
olur. Blastosiste implantasyonun gercektigi kutbun karsisinda bulunan trofoektorderm de

mural trofoektoderm olarak isimlendirilir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1: Embriyoda polar ve trofektoderm. Embriyo implantasyonu, i¢ hiicre kitlesine komsu olan polar
trofektodermden gergeklesir. Polar trofektodermin tam zit kutbuna karsilik gelen kisim ise mural
trofektoderm olarak adlandirilir (Walter Boron, 2016).

Implantasyonun en erken asamalari insanlarda gérsellestirilmemis olsa da erken gebelik
giinlerindeki morfoloji histerektomi Ornekleri ve yiiksek primatlardaki morfolojik
gozlemler ile tespit edilmistir. Fertilizasyon sonrasi 6-7 giinde blastosist uterus yiizey
epiteline baglanmanin ardindan TE'min primer sinsisyum olusturmak {izere flizyona
ugradig1 belirlenmistir (Sekil 2.2 a). Fertilizasyon sonrasi 7-8. giinlerde ise plasental

gelisime bagli olarak prelakiinal evreye ulagilir (Boyd, 1970) (Sekil 2.2 b).

Implantasyonun ardindan, primer sinsisyum, gebelik sirasinda desidua olarak bilinen 6zel
bir dokuya doniisen yiizey epitelinden, endometriyuma dogru hizla yayilir (Sekil 2.2 c,d)
(Schlafke ve Enders, 1975). Yaklasik FSG 11-12’e gelindiginde, blastosist tamamen
desidua igine gomiiliidiir ve yiizey epiteliyle kaplidir (Sekil 2.2 d) (Hertig ve ark., 1956).
S1v1 dolu bosluklar (lakiinalar) daha sonra genisleyen ve birlesen sinsisyal kiitle i¢inde
goriiniir ve onu bir trabekiil sistemine boler. Bu lakiiner asamadir. Sinsisyum ayrica
desidual bezleri de asindirir ve sekresyonlarin sinsisyal kiitleye ulagsmasina izin verir

(Sekil 2.2 b,c,d) (Hertig ve ark., 1956).



Sinsisyumun altindaki trofoblast hiicreleri (sitotrofoblast hiicreleri olarak adlandirilir)
baslangigta desidua ile dogrudan temas halinde degildir. Ancak sitotrofoblastlar, primer
villus olusturmak icin hizla prolifere olarak primer sinsisyumdan ¢ikintilar olustururlar;
bu asama, gelisimin villoz asamasidir (Sekil 2.2 d,e). Primer villiislarin daha fazla
dallanmasi ile villoz aga¢ yapilari olusur ve lakiina, intervilloz bosluk haline gelir.
Sitotrofoblast hiicreleri daha sonra primer sinsisyumu gegerek, villus ile desidua arasinda
bir sitotrofoblast kabuk olusturur (Sekil 2.2 f). Ekstraembriyonik mezenkimal hiicrelerin
sinsisyal ve sitotrofoblast hiicrelerine katilmasiyla birlikte sekonder villus olusur.
Fertilizasyon sonrasi 16-18. giin civarinda sekonder villiislerin mezenkimal kisminda fetal
kilcal damarlarin olugmasiyla birlikte tersiyer villuslarin gelisimini baslar (Sekil 2.2 f).
Villoz agaclar, koryonik plakdan kademeli olarak dallanarak hizla biiyiimeye devam eder.
Sitotrofoblast kabugunun desidua ile temas halinde oldugu yerlerde, sitotrofoblast
hiicreleri, epitelyal-mezenkimal gegise (EMT) ¢ok benzeyen bir siirec ile ekstravilloz

trofoblast (EVT) hiicrelerine farklilagir ve desiduaya invaze olur (Turco ve Moffett, 2019).
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Sekil 2.2: Erken plasental gelisimin tipik agamalarinin sematik gosterimi. (a, b) Prelakunar evreler. (c)
Lakiinar evre. (d) Lakiiner evreden primer vill6z evreye gegis. (e) Sekonder villoz evre. (f) Tersiyer villoz
evre (Baergen, 2012).



2.2. Insan Umbilikal Kord Venoéz Endotel Hiicreleri (HUVEC)
Endotel hiicreleri yassi sekilli, niikleuslart merkezi olarak yerlesmis hiicrelerdir. Epitelyal

karakterde hiicreler olmasina ragmen, embriyo gelisiminin erken asamalarinda epiblastin
olusturdugu mesoderm tabakasindan koken alirlar (Huber ve ark., 1998; Marom ve ark.,
2005). Endotel hiicreleri kan damarlarinin ve lenfatik damarlarin i¢ kismini saran, tek katli
skuamoz yapida olan endotelyum tabakasini olusturur. Endotel hiicrelerinin olusturdugu
kan damarlari, distal organlara besin ve oksijen tasinimini gergeklestirerek homeostazi
saglar (Jain, 2003; Aird, 2005, 2012). Endotel hiicreleri arasinda adherent baglantilar
bulunmaktadir. Bu baglantilar sayesinde damardan dokuya madde gecisini diizenlerler
(Claesson-Welsh, 2015). Endotel hiicreleri normalde sessiz durumdadir, ancak
inflamasyona karsi dinamik yanit olusturabilirler ve dolayisiyla 16kosit trafigini
diizenlerler (Vestweber, 2015; Li, Fang, ve ark., 2016). Endotel hiicreleri anjiyogenik
Ozelliklere sahiptir, pro-anjiyogenik sinyal varliginda sessiz durumdan aktif duruma
gecerek damarlarin dallanmasini saglarlar (Lamalice ve ark., 2007). Bunun yani sira
endotel hiicreleri nitrik oksit ve prostasiklin gibi vazodilatér ya da tromboksan ve
endotelin-1 gibi vazokonstriktor faktor salinimi gergeklestirirler ve vaskiiler kasilmayi
diizenlerler (Sandoo ve ark., 2010). Damar hasarinda endotel hiicreleri, vaskiiler diiz kas
hiicrelerini  (VDKH) uyararak Smad-bagimli  bir mekanizma ile VDKH’lerin
proliferasyonunu saglarlar (Milliat ve ark., 2006; Jacot ve Wong, 2008). Endotel
hiicrelerinin fonksiyonlar1 Sekil 2.3’de 6zetlenmistir (Sekil 2.3). Endotel hiicrelerinin
fonksiyonlarmi diizgiin olarak gerceklestirmesi vaskiiler homeostaz icin kritiktir,
dolayisiyla endotel hiicre disfonksiyonlarini ateroskleroz (Horio ve ark., 2014; Gimbrone
ve Garcia-Cardena, 2016), nérodejenerasyon (Koizumi ve ark., 2016) ve kanser (Franses

ve ark., 2013) gibi pek ¢ok hastalik ile iligkilendirmek normaldir.
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Sekil 2.3: Endotel hiicrelerinin fonksiyonlari.

HUVEC hiicreleri ilk defa 1970’11 yillarda Jaffe ve arkadaslar tarafindan izole edilmis ve
hiicre kiiltiirii yapilmistir (Jaffe, Hoyer, ve ark., 1973; Jaffe, Nachman, ve ark., 1973; Jaffe
ve ark., 1974). Insan umbilikal kord vensz endotel hiicreleri (HUVEC), insan endotel
hiicre patolojisi ve fonksiyonu bakimindan in vitro ortamda c¢alisilmaktadir (H. J. Park ve
ark., 2006). HUVEC'lerin izole edilmesi nispeten kolaydir. Ayrica gdébek kordonu
dogumdan sonra atilan biyolojik bir atik oldugundan bulunmasi zor bir materyal degildir.
Bunun yani sira, umbilikal kordun ven limeni kolayca kaniile edilebilecek kadar genistir
ve endotel hiicreleri enzimatik sindirim ile kolayca izole edilebilir (Kocherova ve ark.,
2019). 2017°da yapilan bir aragtirmaya gore, endotel hiicreleri arasinda en ¢ok yayin
yapilan hiicre tiri de HUVEC’lerdir (Hauser ve ark., 2017). Ayrica ayni ¢alismada
standart hiicre kiiltiir kosullarinda HUVEC’lerin, diger endotel hiicrelerine kiyasla daha
fazla cogaldigi belirtilmistir (Hauser ve ark., 2017). Tiim bu 6zellikler HUVEC leri uygun

bir ¢alisma modeli yapmaktadir.

2.3. Diabetus Mellitus Tipleri
Tip 1 diabetes mellitus (T1DM) bir anabolik hormon olan insiilinin tam veya kismi

yoklugu sonucu olusan kronik metabolik bir hastaliktir. Insiilin, pankreasin Langerhans
adaciklarindaki beta hiicreleri tarafindan sentez edilir. Bu hiicrelerin yoklugu veya
otoimmiin nedenlerle hasara ugramasi, TIDM ile sonuglanir. Tedavisinde mutlaka
insiilinin disaridan verilmesi gerektiginden insiiline bagimli diabetes mellitus olarak da

adlandirilir. TIDM’in goriilme siklig1 biitiin diyabetikler arasinda %10 civarindadir ve
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daha ¢ok ¢ocuklarda goriliir (Norris, 2005). Tip 2 diabetes mellitus (T2DM) ya da
insiiline bagimli olmayan diabetes mellitus insiilinin periferik etkisinde ve pankreas 3
hiicrelerinin fonksiyonunda bozukluklarla seyreden bir endokrin hastaliktir. Toplumda en
sik goriilen diabetes melllitus tipidir. T2DM’ta en 6nemli 6zellik, insiilinin fizyolojik
etkilerine kars1 periferik dokularda, 6zellikle de ¢izgili kaslarda direng olusumudur. Bu
direnc, insiilin reseptorleri veya post insiilin reseptor defektlerine bagli olabilir. Insiilin
direncini olusturabilen veya arttirabilen bir¢ok faktor vardir. Bunlardan bazilar1 arasinda

obezite, hipertansiyon, yiiksek kolesterol, metabolik sendrom, stres ve akromegali

sayilabilir (Kahn, 2000; Lovejoy, 2002).

Gebelik sirasinda fark edilen diyabet, gestasyonel diabetes mellitus (GDM) olarak
adlandirilir. Gebelikteki diyabetlilerin %90’1n1 GDM’liler olusturur. Her ne kadar GDM
dogumdan sonra kaybolsa da GDM’li kadinlarin %30’u 7-10 yil i¢inde diyabet veya
bozulmus glukoz intoleransi tanisi alir (Coustan, 2013). GDM’nin sonraki gebeliklerde
tekrar goriilme orani ilk trimesterdeki kiloya bagli olarak %60-90 arasindadir (Moses,
1996). GDM’li gebelikler, maternal ve fetal komplikasyonlar agisindan yiiksek riskli
gebelikler grubuna girmektedir (Casey ve ark., 1997). GDM’de erken dogum, perinatal
mortalite, fetal makrozomi, polisitemi, sarilik, hidroamniyoz, kardiomiyopati, ilk
trimesterde hipoglisemi ve gebeligin ikinci yarisinda hiperglisemi riski artmaktadir.
GDM’li annenin bebegi, erken yaslarda obezite gelisimi, bozulmus glukoz intolerans: ve

diyabet riski altindadir (Silverman ve ark., 1991).

Diyabet tanili gebelikler hem anne hem de fetiis agisindan riskli gebeliklerdir.
Diyabetin gebelige olumsuz yonde etkilerinden bazilari; fetiiste makrozomi, spontan
abortus, konjenital malformasyonlar, 6li dogum, polihidramniyoz ve annede
hipertansiyon, ketoasidoz, retinopati, ndropati, nefropati ve preeklampsi risklerinin
artmasidir (Plows ve ark., 2018). Glukoz plasentadan kolaylikla gegerek fetiise ulasir ve
fetiis hiperglisemiye Langerhans adaciklarinin hiperplazisiyle ve artan insiilin salgisiyla
yanit verir. Bu da maternal diyabette fetiiste fazla kilo goériilmesinin baglica sebebidir.
Fetal makrozomi, organlarin hem hiicre sayisindaki artigtan hem de hiicrelerin boyut

olarak biiylimesinden kaynaklanmaktadir. Diyabetik anne fetiislerindeki hiperglisemi,



maternal substrat artist ve fetal hiperinsiilinemi gibi multifaktoriyel etkilerle fetal

makrozomi ortaya ¢ikar (Desoye ve ark., 2002).

2.4. Diyabetik Plasentada Olusan Degisiklikler
DM’li gebelerin plasentalarinda en sik gozlenen anormallik vill6z immatiiritesidir. Villoz

immatiiritesi, gebelik yasina gore terminal villuslarin sayisinda azalma ve matiir, immatiir
intermediyet villuslarin sayisinda artma ile karakterizedir. Diyabetik gebeliklerin
%40’ inda plasentada maturasyon gebelik haftasina uygun iken %60 plasentada
immatirite vardir. Villoz immatiiritesinin fetoplasental vaskiiler gelisim sorununun bir
gostergesi olabilecegi diistiniilmektedir (Charnock-Jones ve ark., 2004). Diyabetik
plasentalarda plasentamegali gozlenir. Plasentamegali, yiiksek DNA igerigiyle kanitlanan
parankimal doku hiicreleri artisina bagli olarak gelismektedir. Villuslari olusturan
hiicrelerin neredeyse tamaminda artis goriiliir. Villoz hiicre proliferasyonunda artisa bagl
olarak villus ¢aplarinda artis go6zlenir. Sitotrofoblastlarin, sinsisyotrofoblasta
farklilagsmasini uyaran epidermal biiylime faktoriiniin reseptoriiniin ekspresyonu DM
hastalarinda azalmistir. Bu nedenle, villoz sitotrofoblastlar farklilasmaktan ziyade
proliferasyon gosteriyor olabilir (Cervar ve ark., 1996). DM’li plasentalarda bozulan
plasental perflizyonun, trofoblastik bazal membran kalinlagsmasindan ve degisen umblikal
endotel yapisindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Diyabetik plasentalarda koranjiyozis
siklikla goriiliir. Koranjiyozisin, olusan hipoksiyi kompanse etmek amaciyla anjiyogenik
faktorlerin sentezinin uyarilmasinin bir sonucu oldugu diisliniilmektedir. Diyabetik

plasentalar fetal pletor (kan toplanmasi) yiiziinden koyu renklidir.

2.5. Hiperglisemi ve Endotel Hiicreleri
Hipergliseminin endotel hiicreleri tizerindeki etkisi, inflamasyon ile benzerlik gosterir.

Hiperglisemik hiicre kiiltiir besiyerlerinde inkiibe edilen endotel hiicreleriyle yapilan
caligmalarda, kontrole kiyasla daha diisiik nitrik oksit iiretimi (Ding ve ark., 2000; Du ve
ark., 2001), NF-xB aktivasyonunun artmasi (Hamuro ve ark., 2002; Piga ve ark., 2007),
pro-inflamatuvar gen ekspresyonunlarinin artmasi (Morigi ve ark., 1998; Manduteanu ve
ark., 1999; Esposito ve ark., 2001; Piconi ve ark., 2004) ve ortama 16kosit kemotaksisinde
artis (J. A. Kim ve ark., 1994; Manduteanu ve ark., 1999; Esposito ve ark., 2001)
gbzlenmistir. Hiperglisemi endotel hiicrelerinde ROS olusumunu da direkt glukoz

otooksidasyonu (Wolff ve ark., 1991), mitokondriyal siiperoksit iiretimi (Eriksson ve
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Borg, 1993) ve eNOS ayrilmas1 (Cai ve ark., 2005) gibi yollar ile uyarmaktadir. Glikoliz
sirasinda gergeklesen glukoz oksidasyonu sonucunda ROS iiretilir ve ROS miktart
normalde hiicrenin antioksidan defans mekanizmalar1 (siiperoksit dismutaz, tiyoredoksin,
glutatyon peroksidaz ve katalaz) ile kontrol edilmektedir (Gelain ve ark., 2009). Ancak bu
sistemler hiperglisemik kosullarda asir1 yiiklenir. Bir¢ok hiicre hiperglisemiye yanit
olarak GLUT ekspresyonunu azaltarak asir1 oksidasyonu ve ROS firetimini engeller,
ancak endotel hiicrelerinde GLUT ekspresyonu, intraselliiler glukoz seviyesinin
yiikselerek ortam ile esitlenmesi i¢in devam eder (Mandarino ve ark., 1994). Glikolitik
oksidasyonun artmasi ve mitokondriyel elektron tasima sistemindeki bozukluklar, son
elektron alicis1 olan oksijene elektron taginmasini engelleyerek oksidatif stresi uyarir.
Asirt ROS iiretimine bagli olarak eNOS ayrilmasi gergeklesir ve bu olay da hiperglisemik
kosullarda olusan oksidatif stresi artirir (Zou ve ark., 2002). Bir¢ok ¢alismada ROS
tiretiminin engellenmesi ya da antioksidan defans mekanizmalarinin uyarilmasinin,
hipergliseminin endotel hiicreleri lizerindeki disfonksiyonel etkileri azalttig1 bildirilmistir.
Mitokondriyel siiperoksit {iretiminin engellenmesi sonucunda hiperglisemi ile indiiklenen
ROS iretiminin de engellendigi gosterilmistir (Nishikawa ve ark., 2000). Yapilan baska
bir ¢alismada, bir antioksidan olan N-asetil-L-sistein, hiperglisemi iligkili endotel
apoptozunu engellemistir (Recchioni ve ark., 2002). Yine baska bir antioksidan olan
koenzim Q10 ise yiiksek glukoz ile indiiklenen pro-inflamatuvar gen ekspresyonunu ve
monosit baglanmasini engellemistir (Tsuneki ve ark., 2007). Hiicre kiiltiirii modellerine
ek olarak diyabette ve gestasyonel diyabette endotel hiicrelerinde oksidatif stresin arttigi,
hayvan modellerinde de gosterilmistr (Tsao ve ark., 1998; Yang ve ark., 2008). Biitiin bu
bilgiler, hipergliseminin endotel hiicrelerinde asir1 ROS iiretimini indiikleyerek endotel

disfonksiyonuna neden oldugunu gostermektedir.

Diyabet-aracili endotel hiicre fonksiyonuna neden olan bir bagka mekanizma da
hiperglisemi-iligkili gelismis glikasyon {riinleridir (AGE). Glikasyon, karbonhidrat
pargalarinin bir proteine enzimatik yollar kullanilmadan eklenmesidir. Birka¢ reaksiyon
sonunda, geri donilisiimsiiz AGE’ler olusmaktadir. Glikasyonun ilk asamasinda
indirgenmis bir seker (glukoz ya da fruktoz), proteinlere baglanir ve bir Schiff bazi olusur
(Slavinave ark., 1987). Olusan Schiff bazi daha sonra ketoaminleri olusturur. Ketoaminler

ise oksidatif ya da oksidatif olmayan yolak ile geri doniisiimsiiz AGE modifikasyonlarini
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olusturur (Sekil 2.4) (John ve ark., 1993; Singh ve ark., 2001). Bu modifikasyonlardan en
yaygin olanlar glioksal ve metilglioksaldir (Thornalley, 1990; K. J. Wells-Knecht, Zyzak,
ve ark., 1995; M. C. Wells-Knecht, Thorpe, ve ark., 1995). AGE olusumu, dogal olarak
hiicrelerde gerceklesen ve endojen negatif regiilatorler ile kontrol edilen bir siiregtir, ancak
hiperglisemide serum ve damar duvarindaki proteinler asir1 glikasyona ugradigindan,

AGE olusumu normalin {izerine ¢ikar (Thornalley, 1990).
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Sekil 2.4: AGE olusumunun ana asamalar1 (Stinghen ve ark., 2016).

AGE'ler, hem reseptor-bagimli  hem reseptor-bagimsiz  yollarla hastaliklar
siddetlendirebilirler. AGE'ler, “AGE i¢in reseptor” (RAGE) (Neeper ve ark., 1992), AGE
reseptorii 1 (AGER1), AGER3 ve CD36 (Karasu, 2010) dahil olmak {izere birgok hiicre
yiizey reseptoriine baglanir. Immiinoglobulin siiper ailesinin bir {iyesi olan RAGE, AGE
ile iligkili endotel hiicre fonksiyonlarini ve aktivasyonunu diizenler. RAGE reseptor
sinyalizasyonu iyi anlagilmasa da RAGE’nin ligasyonunun, endotelyal ROS iiretimini
arttirdig1 bilinmektedir (Yan ve ark., 1994). Endotel hiicrelerinde AGE'ye bagli pro-
inflamatuar gen ekspresyonu (VCAM-1, E-selektin) da benzer sekildle RAGE
reseptoriiniin ligasyonu ile gerceklesmektedir (Schmidt ve ark., 1995). AGE'ler, endotel
hiicrelerinde eNOS ekspresyonunu ve L-sitriilin tiretimini azaltmakla beraber (B. Xu ve
ark., 2005), ROS-aracili NO iiretimi de azaltirlar. Bunun yani sira AGE'ler, eNOS’ta
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bulunan serin rezidiilerinin fosforilasyonunu azaltarak, endotel hiicrelerinde histamin
kaynakli NO iiretimini de inhibe eder (B. Xu ve ark., 2003) AGE-RAGE etkilesiminin

endotel hiicreleri tizerindeki etkisi Sekil 2.5°te 6zetlenmistir (Sekil 2.5).

Kinazlar
(ERK1/2)

Sekil 2.5: AGE/RAGE baglanmasindan sonra AGE'lerin hiicre i¢i etkileri. Bir endotelyal hiicrenin
yiizeyindeki AGE/RAGE etkilesimi, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidazi aktive eder ve ROS
iiretimini arttirir ve p21 RAS ve MAPK!'lar1 fosforile eder. Ayrica, AGE/RAGE etkilesimi, p38 MAPK
aktivasyonu yoluyla sinyalizasyonu indiikler. AGE/RAGE sinyalizasyonundaki ana adim, NF-kB'nin
aktivasyonu ve niikleusa translokasyonudur. Transloke olduktan sonra endotelin-1, ICAM-1, E-selektin gibi
hedef genlerin transkripsiyonunu arttirir. Bu nedenle, AGE/RAGE baglanmasi inflamatuvar bir kaskadi
tetikler. AGE, eNOS aktivitesini azaltarak ve NO'yu inaktive ederek NO miktarini azaltir (Hegab ve ark.,
2012).

AGE'lerin reseptorden bagimsiz etkileri arasinda hiicre disi matriks modifikasyonu (Sell
ve Monnier, 1989), NO iiretimini azaltma (Bucala ve ark., 1991) LDL'nin (Bucala ve
Vlassara, 1995) glikasyonu yer alir. AGE olusumu geri doniisiimsiiz oldugundan,
hiperglisemi hiicre dis1 matriks proteinlerinin glikasyonunu uyararak tip I kollajen ve

elastinin ¢apraz baglanmasini saglayarak, damar sertlesmesine neden olur (Corman ve
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ark., 1998; Tanaka ve ark., 2000; Goldin ve ark., 2006). Damar sertlesmesi sistemik
hipertansiyona katkida bulunur ve damar duvarindaki gerilimi artirir (Diez, 2007). Buna
ek olarak, subendotelyal matriks proteinleri olan laminin ve kollajen IV'iin glikasyonu,
matriks biitiinliiglinii bozar ve endotel hiicre yapismasini ve yayilmasini 6nler (Charonis
ve ark., 1990; Haitoglou ve ark., 1992; Goldin ve ark., 2006). Bu nedenle, bazal membran
etkilesiminin bozulmasi, endotel hiicre kaybinin artmasina neden olur. Matriks
modifikasyonlarina ek olarak, hiicre i¢i sinyal proteinlerinin metilglioksal tarafindan
glikasyonu, endotelyal hiicre stres yanitin1 (JNK, p38) aktive eder (Yamawaki ve ark.,
2008). Bununla birlikte metilglioksal, NF-xB aktivasyonunu da inhibe eder (Laga ve ark.,
2007) ve NF-kB aktivasyonu gerceklesmediginde JNK sinyalizasyonu apoptozu uyarir
(G. Tang ve ark., 2001). Bununla tutarli olarak, metilglioksal, kullandigi sinyal
mekanizmalari tam anlasiimamis olsa da endotel hiicre apoptozunu uyarir (Chan ve Wu,
2008). Son olarak, glikasyon ile modifiye edilmis LDL de tipki AGE’ler gibi RAGE
reseptoriine baglanabilir ve dolayisiyla ROS firetiminin artarak pro-inflamatuvar gen
ekspresyonunun indiiklenmesini saglar (Ma ve ark., 2006; Dong ve ark., 2009; T